tRNAレパートリーを形成するtRNA種毎の量的制御機構の解析 by 永井 陽久
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実は、サイトゾル中の tRNA 濃度を正しく測定することの重要性を改めて示すものとなった。 microarray
や RNA-seq といった網羅的な RNA 解析手法は、個々の tRNA 種の量が細胞を巡る環境変化でどう変わ
るかを知るには有用である。しかし、これらの手法は、各 tRNA種がどれほどの効率でシグナルを生むか
のアセスメントができないため、異なる tRNA種間の量比を正しく見積もるには不向きである。従って、 
tRNA レパートリーを完全に理解するためには、十分な RNA 種分解能を持ち、かつ、信頼できる tRNA
絶対定量法を新たに開発する必要があった。さらに、環境変化に伴う tRNA レパートリーの変化が積極
的な制御に基づくならば、 tRNAの合成、即ち、転写は重要な制御点である。しかし、 RNA polymerase II




面から取り組んだ。まず、申請者は Oligonucleotide-directed Three-prime Terminal Extension of RNA 法
（ OTTER 法）という新規の tRNA 絶対定量法を開発した。この方法はアンチコドンで分類される tRNA
（ isoacceptor tRNA）レベルの種分解能で、 tRNA分子を特異的に蛍光標識・定量する手法である。標識さ
れた tRNA 分子は元の tRNA より伸張されるので、標識反応後のサンプルを northern blotting で分析する
ことで標識効率を個々に評価することができる点が、この手法の特色である。申請者はこの手法を出芽
酵母 Saccharomyces cerevisiaeに適用し、 42種類存在するサイトゾルの tRNAを 34の個別 isoacceptor tRNA
と 4 組の同じアミノ酸に対応した isoacceptor tRNAペアの合算として定量できる条件を整え、いくつかの






    




   






生理的生育条件下においてその絶対量を測定した。この手法により、標準的な S. cerevisiae 用の培地であ
る YPD中で対数増殖期まで培養した出芽酵母は、 0.030 ± 0.002 pmol/µg RNA から 0.728 ± 0.044 pmol/µg
RNA の幅の isoacceptor tRNA を含むことを明らかにした。また、培地の炭素源や培養ステージによって
出芽酵母の tRNAレパートリーが isoacceptor tRNA レベルで制御されている可能性等を見出した。
次に申請者はこうした tRNA レパートリー形成の要となる tRNA 種毎の転写制御を解析する手法の開
発に取り組んだ。 tRNA 遺伝子は内部プロモーターを持ち、転写後の修飾過程に至るまで mRNA 遺伝子
とは大きく異なる。従って、単に tRNA遺伝子にレポータータンパク質の遺伝子を融合することで tRNA
のプロモーター活性を調べることはできない。そこで、申請者は CRISPRi システムを用いて、 tRNAプロ
モーター活性を測定する手法の開発に取り組んだ。 CRISPRi では、標的遺伝子を認識する sgRNA とこの 
sgRNAと結合して RNA polymerase 等の働きを阻害する dCas9 タンパク質が協働する事で、標的遺伝子の
転写が抑制される。申請者は、 -galactosidase 遺伝子を標的とする sgRNAを tRNA遺伝子の 3'末端に
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を成し遂げた。 OTTER法は、 tRNAを reverse primer extension によって蛍光標識する際に数ヌクレオチド
余分に伸張し、元の tRNA 分子と電気泳動的に分離できるようにした標識効率のアセスメントステップ
を組み込んだ点が優れたところであり、これによって正確な絶対定量が可能となった。さらに、永井氏は 
OTTER法を S. cerevisiaeに適用することで、 isoacceptor レベルでの tRNAレパートリーの幅や、培養条件
による変化について詳細なデータを得ることに成功した。特にこの中で、同じアミノ酸をデコードする 
isoacceptor tRNA 間で minor tRNA と major tRNAでは発酵条件と呼吸条件とで比較すると増減の傾向が逆
転しており、呼吸条件では minor tRNAの寄与が大きくなるなど、積極的な tRNAレパートリーの制御を
示唆する現象も見出している。また、 tRNA量調節の重要な制御点である転写については、 CRISPRi シス
テムを用いて tRNA 遺伝子のプロモーター活性をレポータータンパク質の発現抑制の度合いで見積もる
手法の構築を行い、一定の成功を収めている。このように永井氏は、 tRNAレパートリーの理解に不可欠
な tRNA 絶対定量法と tRNA プロモーター活性の分析手法という解析技術面で tRNA 研究の展開に重要
な貢献をしており、本学位論文の学術的価値の高さが認められる。
よって、本論文は博士（理学）の学位論文として価値のあるものと認める。
また、 2021年 4 月 17日、論文内容およびこれに関連する事項について諮問を行った結果、合格と判定
した。


